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摘要 : 为 研究 纤毛 虫 在 休眠 状态 下 细胞 生命 活动 的 特征 及 细胞 器 的 功能 .应 用 电镜 酶 细胞 化 学 方法 显示 ， 
ARMEER (CParaurostsla weisser】 休 有 眠 包 训 中， 在 自 故 泡 位 置 ， 酸 性 磷酸 酶 反应 颗粒 形成 多 种 形态 的 泡 状 
体 ，ATP 酶 反应 颗粒 来 集 形成 泡 状 体 或 球状 体 ， 在 分 散 分 布 的 线粒体 中 于 内 膜 位 置 形成 少数 下 珀 酸 脱 毛 酶 反应 
颗粒 。 由 所 得 结果 推测 ， 缂 毛虫 休眠 包 囊 中 的 自 噬 泡 消化 现象 是 细胞 在 特殊 生理 条 件 下 的 重要 生命 活动 ,是 休 
跟 细 胞 中 物质 利用 和 能 重 获得 的 主要 途径 ;， 自 噬 泡 消 化 中 也 进行 着 对 能 量 的 利用 过 程 ; 分 散 分 布 的 线粒体 是 功 


能 细胞 器 ， 它 们 与 提供 细胞 生命 活动 能 量 有 关 - 
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在 纤毛 虫 包 训 现象 的 研究 中 ， 过 去 的 工作 大 多 
集中 在 纤毛 虫 形成 包 训 过 程 的 形态 学 观察 ， 并 将 其 
包 夺 的 形态 分 类 应 用 于 这 类 原生 动物 的 系统 学 方面 
( 顾 福 康 等 , 1992; Rawlinson 等 , 1986; Reid 等 ， 
1983)。Delgado 等 (1987) 将 透射 电镜 技术 与 酶 细胞 
化 学 方法 相 结 合 ， 揭 示 了 魏 氏 拟 尾 柱 虫 { Parau- 
rostyla weissei ) 形成 包 赛 时 细胞 器 分 刻 物 与 壁 结构 
起 源 的 关系 ,但 对 休眠 包 训 中 细胞 器 的 功能 问题 未 
见 进一步 的 报道 。 作 者 曾 对 几 种 腹 毛 目 纤 毛虫 包 讼 
细胞 作 了 超 微 结构 研究 ， 观 察 到 与 细胞 生命 活动 相 
关 的 细胞 器 结构 的 变化 ， 并 推测 了 休眠 细 胞 中 细胞 
结构 与 功能 两 者 的 关系 (Gu 等 ,1995; 顾 柱 康 等 ， 
1995.1997)。 最 近 作 者 应 用 透射 电镜 技术 观察 了 魏 
氏 拟 尾 柱 虫 休 眠 细胞 中 包 襄 壁 、 线 粒 体 、 自 哄 泡 和 
细胞 内 膜 系统 的 结构 ， 并 假设 了 其 中 细胞 器 结构 的 
可 能 功能 【〈 病 福 康 等 ，1999)。 在 此 基础 上 ， 又 应 
用 电镜 酶 细 哆 化 学 方法 显示 了 魏 氏 拟 昆 柱 卓 休 了 眠 绍 
胞 中 几 种 细胞 器 的 生物 学 活性 ， 以 进一步 探索 纤毛 
虫 休眠 包厢 中 细胞 器 的 功能 及 其 休眠 细胞 的 生命 活 
动 特征 。 现 将 结果 报道 如 下 。 
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1 材料 和 方法 
1.1 材 和 料 

所 用 材料 为 1997 年 秋季 在 上 海 动 物 园 小 湖 内 
采集 ， 经 分 离 和 建立 纯 系 培养 的 魏 氏 拟 尾 柱 虫 。 
1.2 方 法 

将 魏 氏 拟 尾 柱 虫 接种 在 直径 6 cm 左右 的 培养 
于 中 ,在 20 左右 温度 下 用 麦 粒 液 钥 化 的 细菌 为 
食料 ， 获 得 无 性 分 裂 生 殖 的 纤毛 虫 。 将 纤毛 虫 培养 
至 约 布 满 培养 下 底部 时 ， 转 到 恒温 箱 内 于 10C 左 
右 继 续 培 养 ， 约 1 d 后 纤毛 虫 便 形 成 包 讲 ， 取 形成 
10 d 左右 的 纤毛 虫 休眠 包 于 . 按 电镜 酶 细胞 化 学 方 
法 制备 透射 电镜 标本 ， 观 察 ， 照 相 。3 种 电镜 酶 细 
胞 化 学 方法 的 主要 步骤 如 下 ， 
1.2.1 酸性 磁 酸 酶 CO3€ Hj 1.5900 ELP 
KB ZR RESI SE HE (pH7.2) F 4C F IB E 2 h; 0.1 
mol/ 世 二 甲 砷 酸 钠 缓 冲 液 (pH7.2) 漂 洗 4 次 ,每 次 
10 min;Tris 一 马 来 酸 缓冲 液 {pH5.0) 源 尘 2 次 ,每 
X 5 min; € id F DARE TE GERA BERE ET HE [0.2 mol/L 
Tris- 马 来 酸 缓冲 液 {pH5.0)2 mL5;8 — HT ERE 8 
24.5 mg; 0.02 mol/L S fE tb 1.2 mL; EK 6.8 
mL 0.8 g BE 1 h, FE] EZE £F F ELTE EUBEEE E 
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(EER CPUS p- HT SERE GR) A BE d EOS 
照 ;1% 钞 酸 缓 冲 固 定 液 于 ATARE 1 %, 漂洗 : 
常规 透射 电镜 术 方 法 脱水 , 包 埋 ,切片 (不 染色 ), 观 
察 。 

1.2.2 Hi —SEBRNECATP BS) 包 训 用 1% 戊 二 
醛 二 甲 砷 酸 钠 缓冲 固定 液 (pH6.8) 于 4€ 下 固定 40 
min;0.1 mol/L Z H SERE 452 mAAR (pH6.8)4C 
下 漂洗 5 次 ,每 次 30 min;0.1 mol/L Tris — 35 3c Re 
缓冲 漂洗 液 (pH6.8) 潭 洗 2 次 ,每 次 10 min; ATP B 
$E f HE [0.2 mol/L Tris — 马 来 酸 缓冲 液 (pH6.8) 
5.0 mL:0.05 mol/L MgSO;0.5 mL:0.02 mol/L Pb 
(NO3);2.0 mL; ATP. Na; * 4H;O 2 mL; ER 0.8g] 
WF ff 30 min. [E] PEAK PE F UNRRA c RA cn 
无 底 物 ATP Na; 4F,0) FERE EE d EE IR; Tris- E 
来 酸 漂 洗 液 (pH5.0) 漂 洗 4 次 ,每 次 15 min; 196 R 
酸 缓冲 固定 液 于 AU 下 固定 1 h, 漂洗 ;常规 透射 电 
镜 术 方法 脱水 , 包 埋 ,切片 (不 染色 ), 观 察 。 

1.2.3 SML EE AAH 0.259019, E 
缓冲 固定 液 (pH7.2) 于 4C 下 固定 10 min;0.1 mol^ 
L 磷酸 缓冲 漂洗 液 (pH7.0) 于 4 人 下 闲 洗 4 次 ,每 次 
10 min; HAER CR REP Er HE [0.1 mol/L 磷酸 缓冲 
WE CpH7.0)6.3 mL; MEH 50 mg;0.1 mol/L fT 
ER S35 0.3 mL; 30 mmol/L 硫酸 铜 1.0 mL;0.5 
mmol/L A KREA 1.0 mL, EZK 0.7 mL; E 3 
gj 于 室温 下 孵育 30min, [HI FEAR fF PF ULxf BRETT jc 
(EER HRCHP CUIU ERELR AL FEE HE i EXER SO. 1 
mol/L PRE rPERUETR (pH7.0) S0 4 1x , fx 10 
min;296 RET 4T TRAE 1 bh, 漂洗 ;常规 透射 电 
镜 术 方法 脱水 , 包 埋 ,切片 (不 染色 ) ,观察 。 


2 结 R 


2.1 酸性 磷酸 酶 

电镜 切片 中 密布 嗜 狐 性 的 球形 颗粒 ， 也 见 到 非 
嗜 铬 性 的 椭圆 形 小 体 ， 后 者 可 能 就 是 普通 电镜 切 片 
中 所 见 的 拟 糖 原 粒 (paraglycogen granule)。 在 上 
述 的 胞 质 拟 粳 原 粒 和 哮 铁 颗粒 区 ， 酸 性 磷酸 酶 反应 
颗粒 聚集 形成 球形 、 椭 贺 形 及 不 规则 形 的 泡 状 体 ， 
其 光 局 的 颗粒 集合 成 不 同 的 密度 。 有 的 泡 状 体内 呈 
现 强烈 的 酶 反应 活性 ， 其 中 颗粒 成 不 均一 分 布 状态 
(图 1); 有 的 泡 状 体内 显示 微弱 的 酶 反应 活性 ， 其 
中 细微 的 颗粒 成 均一 分 布 状 态 (图 2) 有 的 泡 状 
体内 已 无 酶 反应 颗粒 (图 3)。 偶 见 泡 状 体形 成 由 
汉 层 颗粒 层 组 成 的 同心 圆 ， 其 中 内 外 颗粒 层 间 也 合 


有 细微 的 酶 反应 颗粒 (图 4)。 此 外 ， 也 见 到 相当 
于 普通 电镜 切片 中 显示 的 胞 质 小 体 ( 即 “ 电 子 密度 
球状 体 ") 内 含有 酶 反应 泡 状 体 。 有 些 泡 状 体 的 酶 
反应 颗粒 活性 变 弱 ， 泡 趋 于 消失 。 

对 照 反应 为 阴性 。 
2.2 ATP 

EEDE rh ACER EE RE UE SRUSE V DU EIE 3 
EERE BO], tn ALI AE re REE NDERE R 
粒 体 。 在 哮 铁 小 体 和 拟 精 原 粒 区 ，ATP RREI 
粒 聚 集 形成 圆 形 、 椭 蒿 型 、 哑 和 铃 形 的 小 体 或 环 状 
体 ， 其 大 小 不 等 ， 看 上 去 这 些 酶 反应 颗粒 似乎 组 成 
片 层 ， 环 形 的 片 层 由 薄 的 一 层 至 较 厚 的 多 个 片 层 组 
成 不 等 。 大 部 分 环 状 体内 几乎 无 酶 反应 颗粒 ， 呈 泡 
Ak, 或 者 其 中 仅 含 少数 呈 线 条 形 排 布 的 酶 反应 颗粒 
(图 5，6)。 少 数 环 状 体 内 含 不 均一 分 布 的 酶 反应 
颗粒 ， 甚 至 酶 反应 颗粒 到 集 成 非 泡 状 的 球状 体 (图 
7)。 在 环 状 体 附近 也 偶 见 酶 反应 颗粒 聚集 形成 较 低 
密度 的 小 体 (图 8)。 相 当 于 普通 电镜 切片 中 观察 
到 的 电子 密度 球状 体 中 未 见 酶 反应 结构 ， 

对 照 反应 为 阴性。 
2.3 HARAS 

电镜 切片 中 含有 成 镶 聚 集 的 哮 狐 粒 和 分 散 分 布 
的 拟 糖 原 粒 。 如 同 在 普通 透射 电镜 切片 中 观察 到 的 
那样 ， 酶 反应 电镜 切片 中 含有 的 线粒体 以 3 种 状态 
HE: 多 个 相互 聚集 在 一 起 的 线粒体 、 少 数 分 散 分 
布 的 线粒体 及 处 于 自 蜂 泡 内 聚集 在 一 起 的 线粒体 。 
少数 分 散 分 布 的 线粒体 显示 凝 缩 变 小 的 形态 ， 其 线 
粒 体外 膜 、 内 膜 及 其 鳍 清晰 可 见 ， 在 外 膜 内 缘 即 相 
当 于 与 膜 间 腺 联系 的 内 膜 位 置 见 到 少数 较 大 的 酶 反 
应 颗粒 (图 9); 自 噬 泡 中 的 线粒体 已 显 异常 ， 此 
时 其 结构 已 处 于 瓦解 、 消 失 的 不 同 阶段 ， 其 中 未 见 
酶 反应 颗粒 (图 10); 在 相互 聚集 的 线粒体 中 其 膜 
结构 及 线粒体 赌 的 图 像 也 较 清晰 ， 但 未 见 到 存在 酶 
反应 颗粒 的 迹象 (图 11)。 

对 照 反应 为 阴性 。 


3 i i 

3.1 应 用 普通 电镜 术 观 察 到 ,纤毛 虫 包 赛 细胞 内 普 
遍 存 在 自 咬 泡 消化 现象 ,例如 包 历 游 仆 虫 ( Ezpiotes 
ezacysticas) 休 了 卢 包 赛 的 自 噬 泡 内 含 纤毛 杆 ( 顾 福 康 
AF .1995) ; BRI O REH (Ozytricha. platystomo ) 形 成 
ARTH, ARARE RA eS FOR IRE p paR TE 
内 ( 顾 福 康 等 ,1997); 齿 消 肾 形 虫 ( Col poda steinii) 
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4. ACPBER IP Dir 


) 


ALR GE dL PIU CLARA 38 007 ie, NEAR IC (3 TE 
m 


EA C HO E HE rb DC G1 IE He, A E FAE 


Observations on electron microscopic enzymo-cytochemistry of resting cyst in Paraurostyla weissei 


ko x3 
图 1~1l 
的 泡 状 体内 含 不 均一 分 布 的 颗粒 (箭头 所 
[ACPase reaction product makes up a vacuolar body which contains 
nonuniform-digributed granules ( arrows) ] x 24 600 


Figs.1 - 11 
示 








3 期 
1. ACP 酶 反应 产物 显 


v which composed of 


body 


whi 
线形 排列 的 颗 校 { 稍 头 所 示 ) 
1x25300x 23 500 


produci makes up an annular body which contains 


product makes up a vacuolar 
layers (arrows) ] x 25 000 
in a linear row (arrows) 


reaction 


reaction 
Jur P535 3E. pL hI 6L OR HE la vacuolar body formed by ACPase granules arranged 
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[ACPase reaction produc! makes wp a vacuolar body 
uniform-distributed granules ( arrows) ] x 26 700 
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7. ATP ERNER ILES SR A, Dic CIE 3I: Boo) LAT Pase reaction prod- 
uct makes up the spherical bodies {arrows} ] x 17 500 

8. ATP BER I o Er] AEE ERROR a HE UNE 3I Bro ) LAT Pase re- 
action product makes up & body which contains light deposits of gran- 
ules (arrows) ] x 25 700 

9. ARRA SENE Jc D Te BT 4 TR RRR h 8] E E E 3I zs 6 E A 


PRIRA ER rj. E) ETRUPEAXURE UR TE P B HOS RET, 
1995); 魏 氏 拟 尾 柱 虫 体 眠 细胞 中 处 于 不 同 阶段 的 自 
涝 泡 大 量 发 生 , 泡 将 线粒体 等 细胞 器 包 右 起 来 经 历 
消化 过 程 ( 顾 福 康 等 ,1999) 等 。 尽 管 不 同 种 纤毛 虫 
的 自 噬 泡 消化 物 可 能 不 尽 相 同 ,得 自 噬 光 消化 的 基 
本 过 程 及 其 形态 学 特征 十 分 相 做 。 李 蕉 楚 等 (1999 ) 
对 齿 疹 肾 形 虫 休 有 眠 细胞 应 用 电镜 酶 细胞 化 学 方法 显 
示 自 哄 泡 具有 酸性 礁 酸 酶 活性 ,由 于 该 酶 是 溶 酶 体 
的 标志 酶 ,结果 证 明 自 噬 泡 消化 相当 于 营养 期 纤毛 
虫 中 的 食物 泡 消 化 特征 。 本 文 对 魏 氏 拟 尾 柱 虫 体 眠 
细胞 应 用 酸性 磷酸 酶 细胞 化 学 标记 的 方法 ,所 显示 
的 不 同形 态 的 酶 反应 泡 状 体 , 想 必 就 是 处 于 不 同 消 
化 阶段 的 自 噬 泡 ,如 果 是 这 样 ,那么 它 与 普通 电镜 术 
所 得 的 结果 是 一 致 的 。 根 据 目前 对 几 种 纤毛 虫 休眠 
细胞 中 均 发 生 自 噬 渔 消化 现象 的 研究 及 其 结果 ,其 
中 自 哄 泡 显示 酸性 克 酸 酶 反应 活性 而 相当 于 营养 期 
纤毛 虫 的 食物 泡 消 化 的 情况 。 作 者 认为 ,如 同 纤 毛 
虫 在 营养 生长 状态 下 的 取 食 和 消化 那样 , 自 噬 泡 消 
化 是 纤毛 虫 休眠 状态 中 一 种 重要 的 生命 活动 过 程 ， 
是 细胞 于 特殊 生理 条 件 下 物质 利用 和 能 量 获得 的 主 
要 途径 。 并 且 自 噬 泡 消化 线粒体 等 细胞 器 也 可 能 是 
细胞 排除 衰老 细胞 器 的 一 种 途径 。 

3.2 ATP 酶 是 定位 于 细胞 膜 、 线 粒 体 、 溶 酶 体 , 微 管 
微 给 等 结构 的 一 类 楼 酸根 水 解 酶 ,其 在 酶 解 作用 的 
同 野 放 高 能 楼 酸 键 ,因而 对 细胞 生命 活动 有 重要 
意义 (小 川 和 郎 等 , 1989; 杨 景山 ,1990; Borgers 等 ， 
1985)。 本 文 未 观察 到 魏 氏 拟 尾 柱 虫 休眠 包 圳 的 细 
胞 膜 及 线粒体 部 位 有 明显 的 ATP Et miS TE, WW TE 
休眠 细胞 的 胞 质 外 层 即 哮 狐 粒 和 拟 糖 原 粒 区 显示 
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ATP 酶 反应 颗粒 ,这 些 颗粒 排列 成 层 形成 大 小 不 等 
AS AJE AE A E, E E JE S E AR E aN GE HE AR AS ER E 
体 。 由 于 ATP BSc AH ix — A R 55 Be fc BER BS c 
MEIA A TER DC — E, TE EHE RU, £T 75 RIRA 
胞 中 在 自 噬 泡 消 化 作用 的 同时 存在 着 对 能 量 的 利 
用 ,很 可 能 ATP 酶 反应 发 生 在 自 噬 光 即 溶 酶 体 作 用 
位 置 ,并 且 在 自 噬 泡 消 化 活动 中 显示 的 ATP 酶 活性 
的 证 据 ,, 也 提示 了 其 休眠 细胞 在 对 细胞 器 消化 利用 
的 自 噬 作 用 过 程 中 也 发 生 着 对 能 量 的 利用 过 程 。 
3,3 ”线粒体 的 主要 功能 是 氧化 碰 酸 化 ,合成 ATP， 
为 细胞 生命 活动 提供 直接 能 量 。 线 粒 体 中 的 琥珀 酸 
脱 氨 酶 则 是 这 一 细胞 器 内 在 三 凑 酸 循环 中 催化 政 珀 
酸 和 延 胡 索 酸 反 应 的 酶 ， 并 且 ， 该 酶 位 于 线粒体 内 
膜 上 ， 与 电子 传递 链 OFRE) AKR (AFM, 
1995)。 作 者 应 用 普通 电镜 术 观 察 到 ， EHE 
虫 休眠 细胞 中 除 位 于 自 噬 泡 中 的 线粒体 外 ， 实 际 上 
存在 多 个 相互 聚集 和 少数 分 散 分 布 的 两 种 定位 方式 
的 线粒体 ， 认 为 尽管 线粒体 显示 不 同 的 定位 特征 ， 
但 它们 对 体 眠 细胞 的 生命 活动 可 能 是 有 功能 的 ， 其 
在 细胞 中 相互 聚集 的 行为 及 其 与 功能 的 关系 是 值得 
探索 的 《〈 顾 福 康 等 ，1999)。 本 研究 在 电镜 酶 细胞 
化 学 显示 的 照片 中 也 观察 到 ， 除 处 于 自 噬 泡 中 的 线 
粒 体 断 趋 瓦 解 ， 无 驴 珀 酸 脱 氢 酶 反应 活性 外 ， 其 相 
互 聚 集 的 线粒体 也 无 可 见 的 酶 反应 活性 ， 在 少数 分 
散 分 布 的 线粒体 的 膜 间 踪 内 缘 的 内 膜 位 置 存在 少数 
较 大 的 酶 反应 颗粒 ， 据 此 看 来 ， 许 多 相互 聚集 的 线 
粒 体 也 可 能 是 一 类 由 功能 型 向 非 功能 型 转化 的 细胞 
器 ， 少 数 分 散 分 布 的 线粒体 可 能 是 魏 氏 拟 尾 柱 虫 休 
眠 细胞 中 的 功能 细胞 器 。 
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STUDIES ON ELECTRON MICROSCOPIC ENZYMO-CYTOCHEMISTRY OF ORGANELLES 
OF RESTING CYST IN Paraurostyla weissei (CILIOPHORA, HYPOTRICHIDA) 


CHEN Ling?! NI Bing GU Fu-Kang 


(Department of Biology, East China Normal Umversity, Shanghai 


Abstract: The study on the organelles and their func- 
tions in resting Paraurostyla weissei was carried out 
with electron microscopic enzymo-cytochemistry 
method. The results revealed; (D the activity of acid 
phosphatase ( ACPase) was confined to the autophagic 
vacuoles of the different stages and the enzyme reac- 
tion particles wene made up the vacuolar bodies of var- 
ious shapes; ©@ the activity of adenosine triposphatase 
(ATPase) also presented in the autophagic vacuoles, 
and the enzyme reaction particles formed the vacuolar 
or spherical bodies of various sizes; (3) the localization 
of succinic dehydrogenase activity was in a few of the 
mitochondria separately scattered in the cytoplasm and 
there were a small number of the enzyme reaction 


granules in the mitochondrial inner membrane ranged 
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with the out membrane although no reaction had been 
seen at a lot of the mitochondria converged to each 
other. Thus it was supposed from the above results; (D 
the digestion within autophagic vacuoles that was con- 
firmed by the ACPase reaction might be a main life 
process which made use of the material and supplies 
the energy requirement for the resting cell in a physio- 
logically special state; © the ATPase reaction was at 
the autophagic vacuole, that was, the lysoome, in 
which the digestive duration was bound up with the 
energy consumption; (3) The mitochondria that were 
mostly converged to each other might be the non-func- 
tional organelles in the resting cell while a few of those 
separately scattered in the cytoplasm might be the 
functional organelles. 
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